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Eine gaschromatogtaphische Bestimmung
quaternärer Ammoniumverbindungen
Von H.-J. VIDIC, H. DROSS und H. KEWITZ
Institut für Klinische Pharmakologie, Klinikum Steglit^ der Freien Universität Berlin
(Eingegangen am 19. Juli/26. August 1971)
Es wurde eine gaschromatographische Methode zur Bestimmung von quaternären Ammoniumverbindungen, z. B. Cholin und dessen
Ester, Neostigmin, d-Tubocurarin, Methylcurarin und Scopolamin-butylbromid (Buscopan) ausgearbeitet. Die genannten Verbindungen
lassen sich noch in Mengen von 0,1 nMol erfassen. Zur Vorreinigung einiger quaternärer Anunoniumverbindüngen wird deren Ab-
trennung in Form der Jodkomplexe vorgeschlagen. Besonders Scopolamin-butylbromid, d-Tubocurarin, Methylcurarin und Neostigmin
lassen sich auf diese Weise mit geringem Aufwand sehr weitgehend von den meisten lipophilen und hydrophilen Begleitstoffen aus bio-
logischen Extrakten abtrennen.
A gas Chromatographie determination of quaternary ammonium compounds
A gas Chromatographie method was developed for the determination of quaternary ammonium compounds, e. g. choline and its esters,
neostigmine, d-tubocurarine, methylcurarine and scopolamine-butyl bromide (buscopan), in quantities down to 0.1 nmole. It is recom-
mended that some quaternary ammonium compounds be subjected to a preliminary purification by the separation of their iodide com-
plexes. This treatment is especially suitable for separating scopolamine-butyl bromide, d-tubocurarine, methylcurarine and rieostigmine
from most of the lipophilic and hydrophilic contaminants found in biological extracts.
Die Bestimmungsmethoden für quaternäre Ammonium-
Verbindungen (1—6), die als Arzneimittel verwendet
werden, sind für den quantitativen Nachweis in Harn,
Blut oder Organen nicht ausreichend empfindlich, zu
ungenau oder zu kompliziert. Für die Analyse des
körpereigenen Acetylcholins werden noch immer die
Kontraktionen des Froschmuskels oder des Blutegels
herangezogen, falls nicht sogar die sehr aufwendige
Bestimmung am Blutdruck der eviscerierten Katze vor-
genommen wird. Diese biologischen Verfahren haben
mancherlei prinzipielle Nachteile, die chemisch-phy-
sikalischen Meßmethoden nicht anhaften. Deshalb
wurde eine Bestimmung ausgearbeitet, die auf der
gaschromatographischen Trennung beruht.
Ausgangspunkt unserer Untersuchungen waren Ar-
beiten von SZILAGYI, SCHMIDT und GREEN (I), die
sich der Pyrolyse bedienten, um eine Alkylgruppe
quantitativ abzuspalten. Die Abspaltung einer Alkyl-
gruppe läßt sich auch durch Einwirkung von Natrium-
thiophenolat erreichen, wie von L HANIN und Mit-
arbeitern (2) beschrieben wurde.
Nach Desalkylierung von Cholinestern sind beide
Reaktionsprodukte flüchtig und können gaschromato-
graphisch aufgetrennt werden, während bei anderen
Ammoniumverbindungen nur das entstandene Alkyl-
halogenid gaschromatographisch nachgewiesen werden
kann.
Die Reaktion verläuft nach:
R— N+— R2 J- Pyrolyse
R,
N — R? + R J
R «& —CH3 bis —C4H9
Bei der Erprobung nach den Angaben von SZILAGYI,
SCHMIDT und GREEN (1) ergab sich außerdem, daß die
Bestimmung des Alkylhalogenids R J technisch wesent- -
lieh einfacher ist, reproduzierbarere Werte und eine
lineare Funktion ergibt. Infolge der kürzeren Reten-
tionszeit der Alkylhalogenide geht die Bestimmung
auch schneller. Der wesentliche Nachteil unserer
Methode besteht in der Notwendigkeit einer voran-
gehenden, möglichst einwandfreien Isolierung der zu
analysierenden Verbindung. Eine Abscheidung der
quaternären Ammoniumverbindüngen durch Kom-
plexbildung mit Jod erleichtert die Isolierung, zumal
sich das Addukt wieder spalten läßt.
Material und Methoden
Gaschromatographie
Für die Analysen wurde ein Gaschromatograph der Firma Hewlett-
Packard, F & M 402 verwendet.
Das Pyrolyse-Zusatzgerät mit Stromversorgungsteil ist eine
Eigenkonstruktion, bei der der Pyrolyse-Aufsatz direkt auf dem
Probeneinlaß befestigt wird. Eine Plätinschlaufe, auf der die
Lösung der Substanz aufgebracht und konzentriert wird, be-
findet sich im Moment der.Pyrolyse unmittelbar im Trägergas-
strom innerhalb des geheizten Einlaßrohres. Eine zusätzliche
Trägergaszufuhr von außen ist also nicht erforderlich; ebensowenig ,
werden Septa benötigt, die bei einigen anderen Zusatzgeräten
leicht zu Undichtigkeit führen. Das kürzzeitige Erhitzen der
Plätinschlaufe geschieht durch einen Stromstoß, dessen Dauer
und Stärke am Stfomversorgungsteil eingestellt werden kann.
l bis 5 \ der wäßr. Lösungen der untersuchten Substanzen in
einer Konzentration von mindestens 100 nMpl/ml (bezogen auf
die Zahl der quaternären Ammoniumgruppen im Molekül)
wurden auf der Platinschlaufe des Pyro'lyseaufsatzes zunächst
eingedampft. Anschließend wurde der Pyrolyseaufsatz mit der
Trennsäule verbunden und der Rückstand im Stickstoffstrom
innerhalb von 10 Sek. auf etwa 800° erhitzt.
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Wir verwendeten Glassäulen von 3 m Länge und etwa 3 mm
Innendurchmesser, gefüllt mit 6% Silicone Gum Rubber SE 30
oder 10% Siliconfett auf Chromosorb G AW DMCS (80 bis
100 mesh). (Siliconfett: Fa. E. Merck „Siliconfett für die Gas-
chromatographie", sonstige flüssige und feste Phasen: Fa. Hewlett-
Packard.) Die Ofentemperaturen betrugen: 50° für Methyl- und
Äthyljodid und 90° für Butyljodid. Der Flammenionisations-
detektor wurde auf 120—150° eingestellt. Folgende Strömungs-
geschwindigkeiten erwiesen sich als zweckmäßig:
40 ml/Min.
30 ml/Min,
etwa 300 ml/Min.
Trägergas
Wasserstoff:
synthetische Luft:
Die Säulen wurden jeweils über Nacht bei 150° ausgeheizt. Die
Auswertung erfolgte nur nach der Höhe der Peaks. Sofern nämlich
alle Parameter wie Trennsäule, Ofentemperatur und Strömungs-
geschwindigkeit des Trägergases bei Eich- und Probenmessungen
gleich sind und auch konstant gehalten werden, sind auch die
Retentionszeiten, die Form und die Halbwertsbreite der Peaks
gleich. Die Höhe ist dann der Fläche proportional. Die Eichkurven
beweisen die Zulässigkeit dieses Vorgehens.
Bei einer Einstellung von „Range": l und „Attenuator": 8
wurde eine peak-Höhe von etwa 60%/nMol entstandenes Methyl-
jodid erzielt.
Abtrennung von Neostigmin, Succinylbischolin, Scopolaminbutylbromid
(Buscopan\ d-Tubocurarin, Metbylcurarin t/, a. ans Extrakten bio-
logischen Materials
Es können wäßr. oder alkohol. Gewebsextrakte, Blutplasma
oder -serum verwendet werden, die mindestens 10 nMol der
quaternären Ammoniumverbindung enthalten sollen. Organische
Lösungsmittel entfernt man und bringt auf ein Volumen von
etwa l ml. Diese wäßr. Lösung, die auf einen pH-Wert zwischen
4 und 7 eingestellt wird, schüttelt man zweimal mit je etwa 3 ml
Chloroform. Die organische Phase wird verworfen und die
wäßr. mit etwa 100 \ Jod-Lösung (konzentrierte JLuGOi/sche
Lösung aus l g Jod und 2 g Kaliumjodid in 20 g Wasser) ver-
setzt.
Man schüttelt nun zweimal 15 Min. mit je 5 ml Chloroform aus.
(Für d-Tubocurarin hat sich Essigsäureäthylester besser be-
währt.)
Danach vereinigt man die beiden organischen Phasen und ver-
setzt mit soviel ammoniakai. Hydrazirüösung (2 ml einer 24proz.
Hydrazinhydrat-Lösung werden mit 3 ml 25proz. Ammoniak-
Lösung und 195 ml Wasser gemischt). (200—250 ) bis die
Färbung restlos verschwunden ist.
Nach 5 Min. Schütteln befinden sich die quaternären Stickstoff-
verbindungen als Jodide nun wieder in der wäßr. Phase und
können chromatographisch aufgetrennt oder auch direkt pyroly-
siert werden.
wäßr.
Extrakt
Jod Chloroform Jod-
Komplex
Hydrazinhydrat Wasser quaternäre
Amine
Chloroform Wasseri i Chloroform
unpolare
Substanzen
polare
Substanzen
Abb. l
Ergebnisse
Bei der Pyrolyse von tetrasubstituierten Ammonium-
salzen entstehen Alkylhalogenide und tertiäre Amine
oder deren weitere Zersetzungsprodukte.
Cholin und dessen Ester, Neostigmin, d-Tubocurarin,
Methylcurarin u. a. liefern Methyljodid, wenn man die
Jodide einsetzt.
Das Jodid von N=Triäthylaminoäthanol (Triäthyl-
cholin) spaltet Äthyljodid ab und Scopolaminbutyl-
jodid (Buscopan) hauptsächlich Butyljodid neben wenig
Methyljodid. Der Beweis erfolgte durch Pyrolyse von
Tetramethylammpniumjpdid beziehungsweise der ent-
sprechenden Äthyl- und Butylverbindung als Referenz-
substanzen. Diese hatten die gleichen Retentionszeiten
wie die Pyrolyseprodukte der untersuchten Verbin-
dungen (z. B. Cholinjodid, Triäthylcholinjodid oder
Scopolaminbutyljodid).
Bei gleichzeitiger Anwesenheit gleicher Konzentrationen
an Chlorid-, Bromid- und Jodidionen wird zu mehr als
90% das Alkyljodid gebildet. Daher wurden vor der
Pyrolyse stets Jodidionen in Form von Kaliumjodid
oder besser JodwasserstofFsäure im Überschuß zuge-
setzt um eindeutige Produkte zu erhalten, d. h. nur die
jeweiligen Alkyljodide ohne Beimengung von Bro-
miden oder Chloriden.
Unter den angegebenen Bedingungen wurden folgende
Retentionszeiten gemessen:
a) Bruttoreientionszeit. Sie ergibt sich als Gesamtzeit
vom Beginn des Erhitzens der Platinschlaufe bis zum
Maximum des Peaks für:
Butyljodid (3): 2 Min.
Methyljodid (4): 0,9 Min.
b) Retentionszeit. (Bruttoretentionszeit — Totzeit).
Als Totzeit soll hier die Zeit vom Beginn des Erhitzens
bis zum Erscheinen des ersten Undefinierten Peaks
verstanden werden.
Es ergibt sich dann für die Retentionszeit:
Butyljodid: 1,6 Min.
Methyljodid: 0,6 Min.
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Abb. 2 und 3
Cliromatogramme der Pyrolyseprodukte von in je 3 \ Lösung ent-
haltener Substanz
Säule*: 3 m lang / 3 mm Innendurchmesser, 6% SE 30 auf Chromosorb
G AW DMCS
Papier-Vorschub: 0,5 inch/Min.
„ * öffnen des Säuleneinlasses
„2" Beginn der Aufheizung der Platinschlaufe
„3" Peak des Butyljodids
„4" Peak des Methyljodids
Abb. 2
Lösung von 2 mMol/1 Scopolaminbutylbromid (Buscopan) mit Zusatz
von Jodwasserstoff säure im Überschuß
Ofentemperatur: 90°
„Attenuator": 64, „Range": l (1/64 der maximalen Empfindlichkeit
des Geräts)
Abb. 3
Lösung von 0,8 mMol/1 Neostigminchlorid mit Zusatz von Jodwasser-
stoffsäure im Überschuß
Ofentemperatur: 50°
„Attenuator": 32, „Range": l (1/32 der maximalen Empfindlichkeit)
Jj
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Die Peaks der ebenfalls entstehenden tertiären Amine
treten unter diesen Bedingungen nicht in Erscheinung.
Vermutlich verlassen einige Spaltprodukte die Säule
erst beim Ausheizen.
Die Messungen für die Eichkurven wurden durchge-
führt mit Lösungen der Konzentrationen von 0,1 bis
5,0 mMol/1 quaternären Stickstoff. Die Steigungen der
Eichgeraden aller Methyl) odid-abspaltenden Verbin-
dungen sind gleich, wenn mit gleichen Einstellungen
gearbeitet wird und auf quaternäre Ammoniumgruppen
bezogen wird. Butyljodid wird nach Pyrolyse von
Scopolaminbutyljodid (Buscupan) etwa um den Faktor
1,4 (nur auf die Peak-Höhe bezogen) höher ange-
zeigt.
Die Abtrennung und Reinigung von Cholin und seinen
Estern wird in der Regel durch papierchromato-
graphische oder ähnliche Verfahren durchgeführt
werden. Die anfallenden Eluate können, nachdem sie
auf ein definiertes Volumen gebracht worden sind,
direkt zur Pyrolyse gelangen. Noch besser eignen sich
Eluate aus Cellulose-beschichteten Dünnschicht-Platten
oder -Folien.
Für die weitgehende Vorreinigung von Neostigmin,
Methylcurarin, d-Tubocurarin, Scopolaminbutyljodid
(Buscopan) und mit schlechterer Ausbeute auch Suc-
10 1.2
Abb. 4
Verhältnis von Menge an pyrolysiertem d-Tubocurarin
und Höhe der Peaks des Methyljodids
in den Bereichen von:
b) 0,1 ... 1,2 nMol und a) 1,2 ... 15 nMol
cinylbischolin aus wäßr. Extrakten eignet sich das Ver-
fahren der Abtrennung in Form der Jpdkomplexe
(Abb. 1). Diese Addukte sind wesentlich unpolarer als
die freien Ammoniumsalze und viele ihrer Begleit-
stoffe und deshalb leicht auszuschütteln.
Die genannten Verbindungen gewinnt man mit fol-
genden Ausbeuten zurück:
d-Tubocurarin: 95%
Methylcurarin: 95%
Neostigmin: 97%
Scopolaminbutylj odid
97%
58%
(Buscopan):
Succinylbischolin:
Im Falle des Scopolaminbutyljodid (Buscopan) reichte
die so erzielte Reinheit für die pyrqlytisch-gaschro-
matographische Bestimmung aus.
Diskussion
Das angewandte Pyrolyse-Verfahren umgeht die Nach-
teile der bisher gebräuchlichen Methoden:
Die chemische Demethylierüng von quaternären Am-
moniumsalzen mit Natriumthiophenolat erfordert sehr
exaktes Arbeiten unter sorgfältigem Ausschluß von
Wasser sowie speziell gereinigte und absolut wasser-
freie Reagenzien (2).
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Die quantitative gaschromatographische Bestimmung
der durch Pyrolyse gebildeten tertiären Amine (1) ist bei
höher molekularen Substanzen wie den Curare-Al-
kaloiden nicht möglich und andererseits geben niedere
Amine wie Dimethylaminoathanol aus Cholin schlecht
auswertbare Peaks. Bei der Chromatographie der-
artig polarer Substanzen kommt es zu Schweifbildung
— vermutlich durch Absorption an der Trägerphase —
und zu einem nichtlinearen Verlauf der Eichkurve. Bei
Mengen unter l % ist dieser Effekt sehr groß und man
erhält einen starken Abfall der Empfindlichkeit.
Übliche spektroskopische Methoden sind nicht ge-
nügend empfindlich, wie zum Beispiel die „Enneajodid-.
Methode" (5) für Cholin und Acetylcholin, deren untere
Nachweisgrenze bei 20—50 nMol liegt. Fluoreszenz-
Messungen wie für d-Tubocurarin (6) beschrieben, sind
zwar empfindlich, jedoch nicht konstant reproduzier-
bar.
Als Vorteile des mitgeteilten Verfahrens sind anzu-
führen:
a) Eine große Zahl an bestimmbaren Substanzen: z. B.
auch Phosphorylcholin und Glycerylphosphorylcholin,
die sich sonst nur nach Abspaltung von Cholin be-
stimmen lassen, was beim Phosphorylcholin sehr
schwierig und langwierig ist.
b) Relativ gute Genauigkeit (± 7,5%) und Empfind-
lichkeit (bis 0,1 nMol quaternären Stickstoff).
c) Rektiv einfache Aufarbeitung der Extrakte.
d) Kurze Retentionszeiten (l —2 Min.), deshalb sind
15—20 Bestimmungen pro Stunde möglich.
e) Niedrige Säulenofentemperatur, daher gute Grund-
linie und lange Haltbarkeit der Säulen.
f) Rasche Auswertung, da nur die Peak-Höhe als Maß
dient.
Ein Nachteil besteht darin, daß die Methode nicht sehr
spezifisch ist. Andere quaternäre Ammoniumsalze, die
Alkylgruppen am Stickstoff tragen, geben bei der
Pyrolyse ebenfalls flüchtige Halogenkohlenwasserstoffe
und müssen daher vorher durch chromatographische
oder andere Verfahren abgetrennt werden.
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